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1 UVOD  
 
Protitelesa imajo širok spekter modernih aplikacij, vključujoč raziskave, diagnostiko, terapevtiko 
in industrijsko uporabo. Povpraševanje trga po njih je visoko in še vedno raste. Dobiček 
svetovnega trga terapevtskih monoklonskih protiteles je leta 2013 dosegel 75 milijard dolarjev, 
kar predstavlja skoraj 50 % svetovne prodaje biofarmacevtskih produktov. Napovedi za leto 2020 
predvidevajo porast na 125 milijard $ ter približno 70 takšnih produktov na trgu (Ecker in sod., 
2015). Trenutno prevladujejo ekspresijski sistemi živalskih celic, protitelesa, ki jih izdelujejo pa 
so varna in učinkovita. Slabost pa je, da so kapacitete takšnih sistemov omejene, povečanje 
obsega proizvodnje pa oteženo in z visokimi stroški.  
 
Tukaj pa nastopijo rastline. Za to temo sem se začela zanimati septembra lani, ko je doc. dr. Jana 
Murovec – sedaj moja mentorica,  na poletni šoli predavala o možnosti produkcije cepiv v 
rastlinah. Takrat je bilo to zame nekaj povsem novega, pritegnili pa so me predvsem podatki, ki 
nakazujejo da je takšna produkcija veliko cenejša in hitrejša od konvencionalne. To je zlasti 
danes še kako pomembno, saj se zaradi modernega načina življenja in potovanj bolezni širijo 
veliko hitreje kot nekoč. Epidemij lahko pričakujemo vedno več in takrat je hitrost ključna, da se 
minimizira število žrtev. Primer, ko so se rastline pokazale kot primerne, je Ebola. V tobaku so 
uspešno proizvedli 3 nevtralizirajoča protitelesa pod imenom ZMapp in s tem rešili kar nekaj 
življenj.  
 
Seveda je zadeva dokaj nova in ne smemo preveč poenostavljati in vleči prehitrih zaključkov. 
Ravno zato sem se odločila to temo podrobneje raziskati. V tem diplomskem delu bom govorila o 
prednostih in slabosti rastlinskih ekspresijskih sistemov, različnih vektorjih, prehodni in stabilni 
transformaciji ter postopku gojenja teh rastlin. V drugem delu pa se bom pod mentorstvom doc. 
dr. Irene Oven posvetila samim protitelesom ter njihovi učinkovitosti in varnosti. Na koncu bom 
povzela še trenutno situacijo na trgu ter napovedi za prihodnost.  
 
2 TRENUTNI NAČINI PROIZVODNJE PROTITELES 
  
Pri izboru gostiteljskih celic za produkcijo heterolognih proteinov so ključni trije kriteriji: 
varnost, učinkovitost ter zmožnost povečanja obsega proizvodnje. Tradicionalno so se 
monoklonska protitelesa, v nadaljevanju mAb, proizvajala s tehnologijo hibridomov z uporabo 
sesalskih celičnih kultur. Vendar pa je kapaciteta teh sistemov omejena, proces pa je dolgotrajen 
in zahteva veliko dela. Alternativa temu pristopu je heterologna ekspresija s pomočjo genetskega 
inženiringa  in sistemov, kot so bakterije, kvasovke, celice insektov ali sesalske celice. Takšne 
platforme so fleksibilne, vendar omejene kar se tiče varnosti, učinkovitosti, povečevanja obsega 
proizvodnje ter cene.  
 
2.1 BAKTERIJE IN KVASOVKE 
 
Bakterije so primerne za proizvodnjo rekombinantnih proteinov, ki ne potrebujejo veliko 
posttranslacijskih modifikacij, da dosežejo biološko aktivnost, po drugi strani pa lahko vsebujejo 
endotoksine  (Chen, 2012). Kvasovke so cenovno učinkovite ter kot evkarionti sposobne zviti 
sesalske proteine, hkrati pa delajo O in N vezano glikozilacijo. Vendar pa vseeno obstaja kar 
nekaj razlik v glikozilaciji med kvasovkami in sesalskimi celicami, te pa lahko vplivajo na 
funkcionalnost ter aktivnost tako proizvedenih mAb (Celik, 2012). 
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2.2 SESALSKE CELICE 
 
Sesalske celice lahko izvajajo veliko posttranslacijskih modifikacij vključno z N-glikozilacijo in 
so zato široko v uporabi za proizvodnjo raznih rekombinantnih proteinov, vendar pa takšna 
produkcija predstavlja potencialno tveganje za kontaminacijo produktov z ostanki gostiteljskih 
proteinov, sesalskimi virusi ali pa sesalsko DNK z onkogeno aktivnostjo (Ellis, Gerety, 1990). 
Sicer pa so od leta 1980 dosegli donos že nekaj gramov produkta na liter, kar v mnogih primerih 
pomeni kar stokratno povečanje (Wurm, 2004). 
 
2.3 INSEKTI 
 
Kot zanimivost naj omenim še, da se zadnje čase pojavlja nova metoda in sicer uporaba celic 
insektov okuženih z baculovirusom. Te dosegajo visoko stopnjo akumulacije rekombinantnih 
proteinov ter evkariontske posttranslacijske modifikacije, vključno z glikozilacijo, in ne 
predstavljajo nevarnosti za okužbo s sesalskimi patogeni. Vendar pa koproducirani delci 
baculovirusov stimulirajo imunski odziv, zato je potreben kompleksen sistem čiščenja mAb, kar 
precej poveča stroške  (Drugmand in sod., 2012).  
 
3 LASTNOSTI  RASTLIN KOT EKSPRESIJSKIH SISTEMOV 
 
Rastline in zelene alge predstavljajo perspektivne nove platforme za proizvodnjo rekombinantnih 
proteinov, vključujoč mAb. V takšnih sistemih rastlina sama postane bioreaktor, protitelesa pa se 
nalagajo v celice listov ali pa semen. Rezultati študij iz zadnjih dveh desetletij nakazujejo, da so 
takšni sistemi stroškovno učinkoviti in se jih zlahka prenese na višjo raven, saj ne potrebujejo 
jeklenih fermentorjev, hkrati pa ne prinašajo nevarnosti okužbe s sesalskimi patogeni (Basaran in 
Rodriguez, 2008).  
 
3.1 GOJENJE 
 
Glede na podatke proizvajalcev, naj bi bila cena proizvodnje mAb v kulturi sesalskih celic v 
povprečju 150 $ na gram surovega materiala,  v rastlinskih sistemih pa 0,05 $ na gram (Dove, 
2002). Rastline lahko gojimo na prostem, v zaprtih rastlinjakih ter v laboratorijih kot kulture 
lasastih korenin ali celične suspenzije. Trenutno se za proizvodnjo rekombinantnih proteinov na 
poljih pridelujejo predvsem koruza, riž in tobak, kar je prva izbira tudi v rastlinjakih. Zaprti 
sistemi se osredotočajo predvsem na  Lemnoideae, alge in rastlinske celične kulture. Vsaka 
rastlina in platforma proizvodnje ima svoje prednosti in slabosti, izbira pa temelji na širokem 
spektru kriterijev ter je specifična za vsak primer posebej (Spök in sod., 2008). Več o prednostih 
in slabostih posameznega načina gojenja je predstavljeno v poglavju 6 – Gojenje transgenih 
rastlin.  
 
3.2 POSTTRANSLACIJSKE MODIFIKACIJE 
 
Kot drugi evkarionti tudi rastline lahko izvajajo posttranslacijske modifikacije proteinov, 
vključno s tvorbo disulfidnih vezi, ki so potrebne za pravilno sestavljanje ter zvitje kompleksnih 
multimernih proteinov kot so monoklonska protitelesa. Prav tako so zmožne posttranslacijske N-
glikozilacije, ki je podobna tisti v živalskih celicah (Gomord in Faye, 2004). Kljub skupni 
osnovni strukturi rastlinskih in živalskih N-glikanov, pa se vzorec glikozilacije razlikuje na 
terminalnih ostankih. Rastlinsko pridobljeni rekombinantni proteini vsebujejo terminalno β1,2-
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ksilozo in α1,3-fukozne ostanke, nimajo pa  β1,4-galaktoze in ostankov z sialično kislino, ki so 
značilni za proces glikozilacije v živalskih celicah (Bosch in sod., 2013). 
 
3.2.1 Glikozilacija 
 
Rastline in sesalci se prav tako razlikujejo v strukturi O-glikanov, ki se sintetizirajo s postopnim 
prenosom monosaharidov v endoplazmatskem retikulumu in Golgijevem aparatu. Rastlinska 
glikozilacija je lahko celo koristna za nekatere rekombinantne terapevtske proteine. Na primer 
taligluceraza-α1 ne potrebuje in vitro procesiranja glikanov, da se izpostavijo končni manozni 
ostanki, za razliko od nekaterih proteinov proizvedenih v celični liniji ovarijev kitajskega hrčka 
(CHO)  (Shaaltiel in sod., 2007). 
 
Slika 1: Primerjava rastlinskih in sesalskih N-glikanov (Gomord in sod., 2005: 2) 
 
Glikoformni profil mAb pridobljenih v rastlinah je odvisen tako od gostiteljske rastline, kot tudi 
tkiva kjer se akumulira. Na primer v mladih listih tobaka imajo protitelesa veliko manoznih N-
glikanov, v starejših listih pa več terminalnega N-acetilglukozamina (Elbers  in sod., 2001). N-
glikozilacija pa je odvisna tudi od znotrajceličnega predela, kjer se glikoprotein hrani. Protitelesa 
spojena s signali za zadrževanje v endoplazmatskem retikulumu imajo visoko manozne N-glikane 
(Sriraman in sod., 2004), izvencelični glikoproteini imajo N-vezan terminalni N-acetil 
glukozamin (Fitchette‐Lainé in sod., 1997), paucimanozidni N-glikani pa so tipični za vakuolne 
glikoproteine (Lerouge in sod., 1998). 
 
Slika 2: Tipi glikozilacije v tobaku glede na mesto ekspresije (Gomord in sod., 2005: 2) 
                                                 
1
 Zdravilo za Gaucherjevo bolezen s komercialnim imenom Elelyso (Protalix in Pfizer).  
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Čeprav je veliko študij že dokazalo varnost proteinov proizvedenih v rastlinah, obstaja tveganje 
za imunogenost rastlinskih glikoepitopov v ljudeh. Zato se produkti z rastlinsko specifičnimi 
glikani soočajo z nekaterimi regulatornimi preprekami pri kliničnem testiranju takih 
farmacevtikov, vključno z mAb (Bosch in sod., 2012). 
 
3.2.1.1 Glikoinženirstvo  
 
Kot odgovor na pomisleke v zvezi z varnostjo rastlinskih glikoepitopov, se je razvil 
glikoinženiring rastlin. Takšne rastline omogočajo sesalski tip glikozilacije (Webster in Thomas, 
2012). Najbolj pogosto uporabljeni pristopi so: 
 
I. Tarčno izražanje transgena v endoplazmatskem retikulumu, z uporabo C-terminalnih 
retenzijskih peptidov  (Schouten in sod., 1996). 
II. Uporaba RNA interference za zmanjševanje izražanja endogenih rastlinskih encimov, ki 
procesirajo glikane (Schähs in sod., 2007). 
III. Sočasno izražanje humanih encimov, ki katalizirajo sintezo, transport in dodajanje 
sesalskih sladkorjev (Palacpac in sod., 1999). 
IV. Sočasno izražanje deglikozilirajočih encimov, ki odstranjujejo N-glikane iz 
rekombinantnih proteinov (Mamedov in sod., 2012). 
V. Izbijanje  (angl. knock-out) oziroma tarčna delecija glikozilacijskih mest 
 (Mett in sod., 2011). 
 
Poleg protiteles razreda IgG so bila v tobaku uspešno izražena, glikoinženirana in funkcionalno 
aktivna tudi heterooligomerna protitelesa IgM (Loos in sod., 2014). 
 
4 TRANSFORMACIJA 
 
4.1. STABILNA TRANSFORMACIJA 
 
Rutinski protokoli so dostopni za številne rastline. Transgene rastline imajo tarčni gen običajno 
vključen v genom. Takšne rastline so stabilne skozi mnogo generacij, kar omogoča enostaven 
prenos na večjo proizvodnjo in nizke stroške pridelave. Slabost tega pristopa pa je, da je potrebno 
veliko časa za vzpostavitev produkcijske linije, prav tako pa se lahko tekom časa izražanje 
transgenov zmanjša zaradi utišanja genov tekom transkripcije (Matzke in sod., 2000).  
 
4.2 TRANSPLASTOMSKE RASTLINE 
 
Transplastomske rastline so rastline, ki imajo transgen vključen v genom kloroplastov. V njih se 
lahko uporabljajo kloroplastni ali bakterijski regulatorni elementi. Možna je tudi ekspresija 
policistronskih matric, ki se prepišejo iz enega samega promotorja (Lutz in sod., 2007).  
Vsebujejo veliko kopij transgena, vendar je tehnologija še vedno omejena le na nekaj vrst rastlin, 
prav tako pa obstajajo omejitve pri uporabnosti zaradi drugačnih posttranslacijskih modifikacij v 
kloroplastih (Verma in Daniell, 2007). Zaradi velikega števila kloroplastov v rastlinskih celicah 
se lahko doseže visoka stopnja ekspresije. Dodatna prednost pa je varnost. Naključno križanje z 
rastlinami v bližini je omejeno, saj cvetni prah običajno ne vsebuje kloroplastne DNK. Največja 
pomanjkljivost te metode pa je, da kloroplastni proteini niso glikozilirani. Kloroplastna 
transformacija se rutinsko uporablja pri tobaku. 
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4.3 PREHODNA TRANSFORMACIJA  
 
Ta pristop je trenutno najbolj uporabljen za proizvodnjo rekombinantnih proteinov, saj omogoča 
produkcijo velikih količin tarčnih proteinov v kratkem časovnem okviru  (Rybicki, 2010). To je 
še posebej atraktivna lastnost v primeru ukrepov proti biološkim orožjem oziroma naravno 
pojavljajočim se epidemijam in pandemijam. Prehodna ekspresija se sicer najpogosteje uporablja 
v zgodnjih fazah razvoja procesa in  v primeru, ko se tarčni protein potrebuje zelo hitro, medtem 
pa se razvija prenos na večji obseg proizvodnje. 
 
Primer je prehodna ekspresija rekombinantnih proteinov v listih tobaka in alfa alfa. Tu so z 
vakuumsko infiltracijo v medcelični prostor listov vnesli bakterijo Agrobacterium tumefaciens. S 
tem so dosegli kratkotrajno produkcijo rekombinantnih proteinov v celicah, ki so prišle v stik z 
bakterijo. V podjetju Medicago lahko ta proces izvajajo na 7500 alfa alfa listov na teden, v eni 
seriji pa lahko z agroinfiltracijo procesirajo 25 do 50 kg listov tobaka (Spök in sod., 2008).  
 
4.3.1 Magnifekcija 
 
V tem procesu se uporablja bakterija Agrobacterium tumefaciens kot vektor za prenos virusnih 
amplikonov. Združuje prednosti treh bioloških sistemov: vektorsko zmogljivost bakterije 
Agrobacterium, hitrost delovanja in donos rastlinskih RNA virusov ter posttranslacijske 
zmogljivosti in nizke proizvodne stroške rastlin. Ta izboljšan proces simultano povzroči 
prehodno amplifikacijo genov in visoko izražanje v celotnih rastlinah. V Nicotinana benthamiana 
so z uporabo tobačnega mozaičnega virusa dosegli izražanje tarčnega gena v količini 50 %  
celotnih topnih proteinov, oziroma 5g na kilogram listne biomase v manj kot 14 dneh (Gleba in 
sod., 2004). Postopek se lahko izvaja na industrijskem merilu (Gleba in sod., 2005). 
 
Preglednica 1: Prednosti in slabosti posameznih rastlinskih ekspresijskih sistemov (Spök in sod., 2008: 16) 
Sistem Prednosti Slabosti 
Transgene rastline Visok donos, vzpostavitev trajnih linij Dolgotrajno, regulatorne 
zahteve 
Transplantomske rastline Visok donos, izražanje več genov hkrati, točna 
lokalizacija 
Pomanjkanje glikozilacije, 
horizontalen prenos genov 
Okužba z virusom Visok donos, hitrost, mešane infekcije Varnost, omejitve velikosti 
konstrukta 
Prehodna ekspresija z 
agroinfiltracijo 
Hitrost Cena 
Izločanje v korenine ali 
liste 
Lažje čiščenje, transgen je točno lokaliziran  Nizek donos, otežen prehod 
na večji obseg, visoka cena 
Celične ali tkivne kulture Hitrost, možnost izločanja v gojišče, lažje v 
skladu s predpisi GMP 
Višja cena 
 
5 GENSKA ORODJA 
 
Rastlinski sistemi za sintezo proteinov postajajo vedno bolj priljubljeni. Pestra izbira 
promotorjev, regulatornih elementov, afinitetnih oznak in fuzijskih partnerjev pripomore k 
ustvarjanju hibridnih genskih konstruktov, ki opravljajo razne naloge v povezavi s sintezo in 
čiščenjem proteinov. V razvoju pa so že nove metode za sintezo funkcionalno aktivnih humanih 
proteinov, katerih struktura je podobna naravnim analogom (Gerasimova in sod., 2016). 
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Metode za genetsko transformacijo rastlinskih celic so dobro uveljavljene in primerne za 
industrijsko raven. Vendar pa je največji problem, da proteini, ki niso rastlinskega izvora, 
potrebujejo optimizacijo mnogih parametrov. Ta koncept vključuje povečevanje akumulacije 
želenega produkta z izboljšavo uspešnosti transkripcije in translacije, zmanjševanje razgradnje 
mRNA in proteinov, povečanje stabilnosti proteinov, pravilno posttranslacijsko procesiranje ter 
izboljšava metod izolacije in čiščenja. 
 
5.1  ELEMENTI GENSKIH KONSTRUKTOV 
 
Regulatorne sekvence tujih tarčnih genov praviloma ne morejo zagotoviti zadostne stopnje 
izražanja v rastlinskih celicah. Zato je pri sestavljanju genskih konstruktov pomembno, da se 
izberejo regulatorni elementi, ki lahko delujejo v prejemnem organizmu (Streatfield, 2007). Slika 
spodaj shematsko prikazuje strukturo genskega konstrukta za produkcijo proteinov v rastlinah. 
Ponavadi vsebuje sekvenco, ki kodira tarčni gen, promotor odgovoren za začetek in stopnjo 
transkripcije ter poli A signal, odgovoren za procesiranje 3'RNA regije.  
 
Slika 3: Genski konstrukt za produkcijo heterolognih proteinov v rastlinah  (Gerasimova in sod., 2016: 19) 
 
Glede na zahteve se lahko dodajajo še mnogi dodatni elementi: 
 Introni  povečajo uspešnost ter stabilnost transkripcije, 
 5' in 3' neprevedene regije (UTR) vsebujejo splošne ali specifične ojačevalce in signale, ki 
modulirajo citoplazemsko stabilnost mRNA, 
 Dodatne protein-kodirajoče regije, spojene z bralnim okvirjem transgena, modulirajo 
lokalizacijo tarčnega proteina, ali pa kodirajo partnerske proteine in specifične oznake. 
 
5.2 KONTROLA TRANSKRIPCIJE IN POVEČANJE STABILNOSTI mRNA 
 
5.2.1 Promotorji 
 
Promotor je pomemben del genskega konstrukta, saj določa stopnjo izražanja mRNA tarčnega 
gena in odvisnost le tega od zunanjih pogojev, prav tako pa določa tudi prostorski in časovni 
okvir izražanja. Trenutno obstaja pestra zbirka promotorjev, ki lahko uspešno delujejo v 
rastlinskih celicah. Lahko so nativni ali sintetični, konstitutivni ali inducibilni, izolirani iz rastlin 
ali njihovih patogenov. Specializirane baze omogočajo optimalno selekcijo promotorjev (TGP, 
2017). V prilogi A1 so našteti najbolj pogosto uporabljeni rastlinski promotorji. 
 
Konstitutivni promotorji so najbolj priljubljeni, med njimi še posebej 35S RNA cvetačnega 
mozaičnega virusa, ter njegovi derivati. Vendar pa je njegova ekspresija omejena predvsem na 
poganjke dvokaličnic (Makhzoum in sod., 2014). V nekaterih primerih konstitutivna ekspresija 
rekombinantnih proteinov lahko vodi do zmanjšanja rasti rastline ter s tem nižje produktivnosti 
(Gerasimova in sod., 2016). 
 
Vuga L. Proizvodnja protiteles v rastlinah.  
      Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
7 
 
Pomemben razred so tudi tkivno specifični promotorji. Zanimiv aspekt uporabe je predvsem 
akumulacija proteinov v semenih (Boothe in sod., 2010). Inducibilni promotorji sprožijo sintezo 
proteinov po akumulaciji zadostne količine biomase, s čimer se je možno izogniti morebitnim 
negativnim učinkom rekombinantnih proteinov na rast in razvoj rastlin.  
 
5.2.2 Ojačevalci 
 
Poleg promotorjev stopnjo transkripcije določajo tudi pomožni elementi. V raziskavah so 
pokazali, da ima dodatek rastlinskega ali sintetičnega introna v zaporedje heterolognega gena 
pozitiven učinek na izražanje transgena v rastlinah (Gerasimova in sod, 2016). 
 
5.2.3 Povečana stabilnost mRNA 
 
Nekatere kombinacije nukleotidov tujih genov lahko gostiteljski organizem prepozna kot napačne 
signale (Gustafsson in sod, 2012). Ti lahko signalizirajo mesto za izrezovanje ali poliadenilacijo, 
kar lahko oslabi sintezo in procesiranje mRNA, kar na koncu privede do nepopolne oblike 
tarčnega proteina. Te negativne elemente je potrebno prepoznati in vpeljati primerne spremembe 
nukleotidnega zaporedja za uspešno izražanje mAb. 
 
5.3 KONTROLA TRANSLACIJE 
 
Za iniciacijo sta pomembna struktura 5' UTR regije in kontekst start kodona. Tipična velikost 5' 
UTR je 40 do 80 nukleotidov in ne sme vsebovati alternativ start kodona AUG.  Pri rastlinah se 
za ojačevalce translacije uporabljajo 5' UTR virusne ali rastlinske mRNA. Molekularni 
mehanizem ojačevalcev ni dobro poznan, vendar se aktivno uporabljajo v praksi. Najbolj poznana 
je 5' UTR RNA tobačnega mozaičnega virusa, saj lahko kar za nekajkrat poveča uspešnost 
translacije heterolognih proteinov (Gerasimova in sod, 2016).  
 
5.3.1 Optimizacija deleža GC in posameznih kodonov 
 
Frekvenca sinonimnih kodonov ter vsebnosti citozina in gvanina se med posameznimi organizmi 
lahko razlikuje. Glede na glavne tRNA v gostitelju se lahko prilagodi izbira kodonov v zapisu za 
transgen. Plotkin in Kudla (2011) sta že pokazala, da takšna sprememba vpliva na uspešnost 
izražanja genov. Franklin in sodelavci so v študiji iz leta 2002 z optimizacijo kodonov povečali 
akumulacijo reporterskega fluorescenčnega proteina kar za 80 krat. 
 
6 GOJENJE RASTLIN 
 
Obstaja mnogo različnih načinov gojenja gostiteljskih rastlin ali njenih delov. Izbira je odvisna od 
aplikacije produkta. Na primer za mAb, ki naj bi se uporabljala v živinoreji, bi bila dobra izbira 
gojenje v plodovih rastlin, ki se že sicer uporabljajo za krmo. Za večjo stabilnost in enostaven 
transport bi bili primerni koruza, riž ali pa soja. V izogib kontaminaciji prehranske verige, pa bi 
bilo primerno izbrati rastlino, ki se ne uporablja kot živilo, kot na primer tobak. V nadaljevanju 
bom na kratko opisala načine gojenja gostiteljskih rastlin ter kaj so njihove glavne prednosti in 
slabosti.  
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6.1 CELE RASTLINE 
 
Problem gojenja celih transgenih rastlin predstavlja potencialna nevarnost prenosa transgenov na 
bližnje rastline preko cvetnega prahu. To je bilo že dokazano v primeru koruze,  v katero je bil 
vstavljen gen iz Bacillus thuringiensis (Quist in Chapela, 2001). 
 
6.1.1 Izražanje v listih 
Listnate poljščine so zaželene za čim večjo produkcijo biomase. Njihova slabost pa je, da se 
proteini sintetizirajo v vodnem okolju in jih posledično lahko razgradijo proteolitični encimi. 
Visoki donosi se lahko torej dosežejo le, če se material procesira takoj na sami lokaciji ali pa se 
liste pred transportom posuši oziroma zamrzne, kar pa poviša skupno ceno procesa. Izražanje 
mAb v vegetativnih tkivih bi lahko vplivalo na metabolizem rastlin (Spök in sod., 2008). 
 
6.1.1.1 Tobak 
Tobak je med najbolj uporabljenimi listnatimi rastlinami zaradi dobro vpeljanih postopkov vnosa 
genov ter velike proizvodnje biomase. Njegova dodatna prednost pa je, da ga ne moremo gojiti za 
prehrano. Specifične slabosti pa so prisotnost toksičnih alkaloidov in heterogena struktura 
glikanov, ki jih njegove celice producirajo. Za produkcijo mAb se najbolj uporabljata dve vrsti 
tobaka, in sicer Nicotiniana tabacum in  N. benthaminiana (Spök in sod., 2008). 
 
6.1.2 Izražanje v semenih 
V primeru stročnic in žit lahko izražanje mAb usmerimo  v semena, ki jih lahko tudi dolgoročno 
shranjujemo, včasih celo na sobni temperaturi. Shramba protiteles v semenih do treh let, brez 
izmerljive izgube aktivnosti, je že bila uspešno izvedena (Spök in sod., 2008). Očiščevalne 
procese se lahko torej opravlja na že pobranem materialu. Procesiranje je olajšano, saj v semenih 
ni prisotnih oksidirajočih spojin, za razliko od listov tobaka in alfa alfa.  
 
Sadje in zelenjava, na primer banane in paradižniki, bi lahko bili zanimivi za produkcijo oralnih 
vakcin, saj so užitni tudi surovi. V oljnatih poljščinah pa se lahko izražanje mAb usmeri direktno 
v oljna telesca v semenih, kar olajša postopke čiščenja. 
 
6.1.2.1 Koruza 
Koruzo je enostavno transformirati in gojiti v laboratoriju. Ima največji izkoristek biomase v 
primerjavi z glavnimi žiti, ki so jih do sedaj testirali. Število rastlin na polju se lahko enostavno 
poveča, stroški proizvodnje pa so relativno nizki glede na izkoristek. Spök je leta 2008 opravljal 
intervjuje s podjetji  in večina je koruzo ocenila kot najboljšo izbiro za produkcijo 
rekombinantnih proteinov v semenih (Spök in sod., 2008).  
 
6.1.2.2 Riž 
Podobno kot koruzo je tudi riž enostavno transformirati in manipulirati v laboratoriju. Povečanje 
obsega proizvodnje je možno in relativno enostavno. V primerjavi s koruzo dosega nižji letni 
donos. Cena produkcije je prav tako višja. Njegova prednost pa je, da je samoprašnica in ima 
posledično manj težav z regulativo (Spök in sod., 2008). 
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6.2 TKIVNE KULTURE – LASASTE KORENINE 
Ena izmed možnosti je tudi gojenje samo izbranih rastlinskih tkiv v laboratorijskih razmerah. 
Lasaste korenine dobimo s transformacijo, ko v gostiteljsko rastlino vgradimo gene Ri plazmida 
iz bakterije Agrobacterium rhizogenes. Njihova prednost je, da jih lahko neomejeno 
razmnožujemo v tekočem gojišču, pri tem pa ohranijo svojo morfološko integriteto in stabilnost 
brez eksogenih rastnih regulatorjev. Olajšano je tudi čiščenje proteinov, saj se lahko izločajo v 
gojišče. V študijah so pokazali, da v primerjavi s celicami v suspenziji, ohranjajo dolgotrajno 
genetsko in biosintetsko stabilnost (Sharp in Doran, 2001). 
 
6.3 CELIČNE KULTURE   
Rastlinske celične kulture združujejo prednosti rastlinskih ekspresijskih sistemov ter  mikrobnih 
in sesalskih in vitro kultur. Prednost pred celimi rastlinami imajo zaradi poenostavljenega 
čiščenja produkta, ki se izloča v gojišče. Ponavadi v enem ciklu dosegajo koncentracijo 100 – 
500 mg produkta na liter gojišča. Prav tako omogočajo večjo konsistenco homogenosti in 
kvalitete produkta, bolj kontrolirane pogoje, lažje je zadostiti  pogojem GMP ter znižati tveganje 
za okužbe z endo in mikotoksini, ki bi se lahko nahajali v prsti (Hellwig in sod., 2004). Izraelsko 
podjetje Protalix je razvilo metodo produkcije terapevtskih proteinov v celicah tobaka in korenja. 
Trenutno proizvajajo encim Pegunigalazidazo α za zdravljenje fabryjeve bolezni, rekombinantni 
receptor II za humani TNF α, spojen na Fc domeno IgG1 ter DNAzo I, ki je odporna na aktin 
(Protalix, 2017). 
 
Gojimo jih lahko podobno kot sesalske celice, vendar ceneje, saj potrebujejo relativno enostavno 
sintetično gojišče, produkt pa se lahko izloča direktno v gojišče, kar olajša čiščenje. Izzivi 
celičnih kultur so predvsem nizek donos in genetska nestabilnost (Hellwig in sod., 2004). Kljub 
temu so v zadnjih letih so na ta način uspešno proizvedli že mnogo rekombinantnih proteinov, od 
hormonov, rastnih faktorjev in citokinov do protiteles (Spök in sod., 2008).  
 
6.3.1 Mah 
Kot modelni organizem se uporablja Physcomitrella patens, ki je zelo dovzetna za transformacijo 
z rekombinantno DNK. Lahko se jo modificira s homologno rekombinacijo, s čimer se je možno 
znebiti morebitnih neželenih učinkov transformacije. Rastlinsko specifično glikozilacijo se lahko 
onesposobi in humanizira z dodatno genetsko modifikacijo. Goji se jo lahko v bioreaktorju pod 
fototrofnimi pogoji, kjer se lahko dosega visoka čistoča in hitra rast. Proteini se izločajo v gojišče 
in s tem so olajšani postopki čiščenja. Physcomitrella se uporablja predvsem za študije 
izvedljivosti postopkov produkcije protiteles, preden se premaknejo v naslednjo fazo (Spök in 
sod., 2008). Nemško podjetje Greenovation Biopharmaceuticals razvija sistem za komercialno 
produkcijo le te v 100 litrskih bioreaktorjih, ki so v skladu z dobro proizvodno prakso.  
Povečevanje obsega proizvodnje se lahko izvede z serijo bioreaktorjev pod enakimi pogoji. 
Trenuten donos znaša 30 mg produkta na liter brozge dnevno. To v 20 dneh znaša 600 mg 
produkta na liter gojišča. Navkljub nizkemu izkoristku podjetje trdi da je s tako kultivacijo 
možno prihraniti 50 % stroškov v primerjavi s sesalskimi celičnimi kulturami (Greenovation 
Biopharmaceuticals, 2017).  
 
6.3.2 Mala vodna leča  
Lemnaceae je družina majhnih, prosto plavajočih rastlin, med katerimi je najpogostejša mala 
vodna leča (Lemna minor L.). Raste na površinah ribnikov, jezer in rek. V njej so uspešno 
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producirali že več kot 10 različnih monoklonskih protiteles  (Gasdaska in sod., 2003). Goji se jo v 
vodnih bioreaktorjih. V kontroliranih pogojih je čas podvojitve biomase 48 do 72 ur. S takšno 
produkcijo se lahko začetna investicija zniža kar za osem krat v primerjavi z sesalskimi sistemi, 
postavi pa se jo lahko že v treh letih (Spök in sod., 2008). 
 
6.3.3  Alge 
Alge imajo kratek življenjski cikel in se jih lahko enostavno transformira. Jedrna in kloroplastna 
transformacija mikroalg lahko hitro generira stabilne celične linije. Poleg tega pa so obetavne tudi 
zaradi napredkov v inženiringu fotosinteze in celičnega metabolizma, zmožnosti gojenja v zaprtih 
bioreaktorjih pod kontroliranimi pogoji in znižanih stroškov zaključnih procesov (Rasala in 
Mayfield, 2015). Če primerjamo kopenske rastline z algami, za slednje lahko pričakujemo še 
nižjo ceno, če upoštevamo, da njihovo povprečno gojišče stane približno 0,002 $ na liter. Poleg 
tega se alge lahko goji kontinuirno,  gojišče pa se lahko reciklira (Spök in sod., 2008).  
 
Poleg izjemne prednosti zaradi nizke cene proizvodnje mAb imajo alge še mnogo drugih 
atributov. Lahko se jih zelo hitro pripravi, saj transformanti potrebujejo zgolj nekaj tednov da 
dosežejo volumen primeren za proizvodnjo v večjem obsegu. Transformirajo se lahko tako 
kloroplastni kot jedrni genom, kar odpre vrata za produkcijo različnih transgenih proteinov v 
enem organizmu, kar je pogoj za proizvodnjo multimernih proteinskih kompleksov, kot so na 
primer sekretorna protitelesa. Cenovno učinkovito se jih lahko goji v volumnih od nekaj 
mililitrov do 500.000 litrov. Poleg tega spadajo v kategorijo GRAS organizmov, kar pomeni da 
so splošno obravnavane kot varne (Mayfield in sod., 2003). 
 
6.3.3.1 Chlamydomonas reinhardtii  
To je enocelična alga, ki se najpogosteje uporablja za produkcijo rekombinantnih proteinov. 
Čeprav se v njej proteini lahko izražajo tako z jedrno in kloroplastno transformacijo, je slednja 
bolj pogosta pri produkciji mAb. To pa zaradi relativno velike velikosti kloroplastov, ki dosegajo 
do 70 % celičnega volumna, visoke uspešnosti transformacij in stabilne tarčne ekspresije (Rasala 
in Mayfield, 2015). Čeprav so genski ekspresijski elementi v kloroplastih prokariontskega tipa - 
torej ne opravlja glikozilacije, lahko kloroplasti tvorijo disulfidne vezi. Zvijanju proteinov pa 
pomagajo šaperoni in izomeraze (Schroda, 2004).  
 
7 PREDNOSTI IN SLABOSTI  
 
7.1 NIZKA CENA PRODUKCIJE 
 
Med glavnimi atributi produkcije mAb v rastlinah naj bi bila ravno nizka cena. Po nekaterih 
ocenah bi lahko ta dosegala zgolj 2 do 10 % cene mikrobne fermentacije in 0,1 % cene kultivacije 
sesalskih celičnih kultur (Dove, 2002). Nekatere izmed teh optimističnih navedb so bile potrjene 
tudi v drugih člankih, vendar večina pri izračunu upošteva le stroške pripravljalnih (angl. 
upstream ) procesov, podcenjujejo pa stroške čiščenja, ki lahko znašajo do 80 % celotne cene 
produkcije mAb. Poleg tega pa je večina prihrankov ocenjenih za gojenje rastlin na prostem. V 
zaprtih sistemih, kot na primer za mah, lečo in alge, bi stroški seveda narasli zaradi kompleksne 
infrastrukture in stalnih meritev. Po drugi strani pa zaprti sistemi predstavljajo prednost pred 
gojenjem na polju zaradi lažjega nadzora kvalitete in skladnosti s predpisi GMP, kar se na koncu 
lahko pokaže tudi v obliki znižanja stroškov. Na primer sistemi z mahom bi lahko celotno ceno 
proizvodnje skoraj prepolovili, navkljub nizkemu donosu, saj se zaradi ugodne glikozilacije 
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ogromno prihrani pri postopkih čiščenja in kontroli kvalitete (Spök in sod., 2008). Stroški 
kapitala, potrebni za vzpostavitev produkcije s sesalsko celično kulturo, so ocenjeni na 77 do 500 
milijonov €, (Dove, 2002), vendar pa lahko inovacije te stroške drastično znižajo. Nasprotno pa 
ocena za vzpostavitev rastlinske enote, ki bi bila zmožna proizvesti 100 kg proteina letno, znaša 
25 do 40 milijonov  €, (Spök in sod., 2008). Primerjava stroškov za proizvodnjo 
biofarmacevtikov v različnih sistemih je predstavljena v prilogi A2. 
 
7.2. POVEČEVANJE OBSEGA PROIZVODNJE 
 
Uporaba rastlin za proizvodnjo protiteles bi lahko zadostila količinam, ki so potrebne za Ab, ki se 
uporabljajo v velikih dozah. To je še posebej pomembno za nove tipe farmacevtikov, ki zahtevajo 
več kot 50.000 kg produkta letno. Konzorcij Pharma Planta razvija protitelo proti virusu HIV, ki 
bi se lahko nanašalo topikalno v obliki mazila. Če predvidevamo 10 mg Ab na dozo, 52 doz na 
leto in 1 milijardo pacientov, bi na leto potrebovali 520 ton protiteles (Spök in sod., 2008). 
 
7.3 HITROST 
 
Razvoj stabilnih transformiranih linij gensko spremenjenih rastlin je od nekdaj trajal precej dolgo 
časa zaradi dolgih življenjskih ciklov in kompleksnih genetskih procesov pri stabilizaciji 
transgenih linij. Za mnogo splošno gojenih poljščin, kot je na primer koruza, ta proces lahko traja 
leta (Hiatt in Pauly, 2006). Nedavno razvit proces magnifekcije, ki sem ga opisala v poglavju 4.3, 
pa lahko v manj kot 2 tednih že privede do produkta. To je idealno za hitro pridobivanje 
zadostnih količin Ab za predklinične študije.  
 
Večje povpraševanje bi lahko prišlo v poštev za aplikacije, kjer je hitrost ključnega pomena, kot 
so na primer pandemije in bioteroristični napadi. Cepiva za gripo so na primer ponavadi 
producirana v posebnih kokošjih jajcih, ki jih morajo proizvajalci naročiti do 12 mesecev pred 
samo proizvodnjo. Glede na to, da za 1 dozo potrebujemo 1 do 2 jajci, bi v primeru pandemije to 
znašalo nekaj milijonov jajc, s tem pa so povezani tudi višji stroški (Sheridan, 2007). V prilogi 
A3 je prikazana primerjava različnih ekspresijskih sistemov, glede na čas potreben do zadostne 
količine mAb 
 
7.4 POMISLEKI 
 
Vsem tem prednostim navkljub, se zdi da gojenje transgenih rastlin podpirajo predvsem 
akademiki in dobavitelji naprav za takšno produkcijo. Do sedaj farmacevtska podjetja še niso 
izkazala potrebe po tem, se pa to lahko spremeni, če bi se pričakovani nizki stroški izkazali za 
resnične. Nedavno razvita tehnologija prehodne transformacije, bi ta razvoj lahko pospešila. Brez 
dvoma obstaja povpraševanje po dostopnih zdravilih. Rastlinski sistemi bi lahko prispevali k 
izboljšanju zdravstva v državah v razvoju, v primeru da bi proizvodnjo postavili v njihovih 
državah. 
 
7.4.1  Zaključni procesi 
 
Ena izmed šibkih lastnosti rastlin so oteženi postopki čiščenja. Ti lahko predstavljajo do 80 % 
vseh stroškov procesa. Snovi kot so lignin, vlaknine, voski, pigmenti, fenolne spojine in 
endogene proteaze lahko povzročajo težave. Vlakninsko bogata tkiva lahko zamašijo 
kromatografske kolone, pigmenti pa otežijo njihovo čiščenje. Druga možnost je afinitetna 
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kromatografija, ki je ključna pri čiščenju protiteles. Za  očiščenje protiteles iz 10.000 L 
fermentorja bi takšna kolona stala okoli 4 milijone € (Rathore in sod., 2004). 
 
7.4.2 Konkurenca 
 
Inovacije in izboljšave že vzpostavljenih sistemov za produkcijo protiteles predstavljajo stalno 
oviro za uveljavitev rastlinskih produkcijskih sistemov. Z inovacijami se donos stalno izboljšuje, 
tako sesalske celične linije rutinsko dosegajo 2 do 4 g produkta na liter celične suspenzije. 
Kvasovke, kot na primer Pichia pastoris, so bile uspešno prilagojene za produkcijo kompleksnih 
proteinov, vključno z glikozilacijo (Gasser in Mattanovich, 2007). 
 
8 PROTITELESA 
 
Protitelesa so proteini, ki spadajo v superdružino imunoglobulinskih molekul. Njihova skupna 
lastnost je podobna struktura in sodelovanje v imunskem odgovoru. Sestavljena so iz  lahkih in  
težkih verig, ki so povezane z sulfidnimi vezmi. Lahko pa jih delimo tudi glede na regije. 
Variabilna regija (Fab) vsebuje vezavno mesto za antigen. Sestavljena je iz veliko različnih 
aminokislin, kombinacija le teh pa je unikatna za vsako protitelo posebej. Konstantna regija težke 
verige (Fc) pa določa razred in efektorske funkcije protiteles. V nadaljevanju bom na kratko 
prestavila posamezne razrede protiteles, informacije pa so povzete po peti ediciji knjige Basic 
Immunology (Abbas in sod., 2015). 
 
8.1 RAZREDI PROTITELES 
 
Imunoglobulini G oziroma IgG predstavljajo 75 % vseh protiteles v serumu. So monomerni, z 2 
lahkima in 2 težkima verigama. Pri človeku poznamo 4 podrazrede (IgG1, IgG2, IgG3 in IgG4).  
IgG2 lahko prehajajo skozi placento, IgG1 in IgG3 pa se lahko vežejo na Fc receptor na 
makrofagih in monocitih. So dobri opsonini. 
 
IgM je pentamer. J veriga povezuje 5 monomernih enot v krožno konfiguracijo. Predstavljajo 10 
% protiteles v krvi. Vsebujejo 10 Ag reaktivnih mest, torej dobro aglutinirajo antigene. Pri 
primarni infekciji se ta protitelesa sintetizirajo prva, saj imajo pomembno vlogo pri 
upočasnjevanju oziroma ustavljanju širitve patogena v začetnih stanjih bolezni. Lahko jih 
najdemo tudi v monomerni obliki, na limfocitih B, kjer služijo kot receptorji. 
 
IgD je monomer. V nizkih koncentracijah ga najdemo v serumu, njegova vloga pa še ni povsem 
pojasnjena. Vezan na celicah B deluje kot receptor za Ag. Ne veže komplementa. 
 
IgA so značilna za izločke. Prisotna so v serumu, mukusu, slini, solzah, potu in kolostrumu. V 
serumu so druga po količini in sicer v monomerni obliki. V sekretornih tekočinah pa se nahajajo 
v dimerni obliki, združena z J verigo, kar jih naredi bolj odporne na proteaze. Poznamo 2 
podrazreda (IgA1 in IgA2).   
 
IgE so monomerna protitelesa, ki predstavlja zgolj 0,002 % vseh serumskih protiteles. Skoraj vsa 
IgE so vezana na celice tkiv. Vežejo se na Fc receptor na bazofilcih in mastocitih. Glavno vlogo 
imajo pri alergijskih reakcijah kot so astma, izpuščaji, seneni nahod ter v odgovoru na helminte. 
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Slika 4: Strukturna organizacija monomerov glede na izotip protiteles (Janeway in sod., 2001) 
 
8.2 ZGODOVINA 
 
Zgodovina produkcije mAb v rastlinah sega že 28 let nazaj. Prvo takšno mAb je bilo osnovano na 
podlagi zaporedja cDNA glodalskega katalitičnega IgG1 ter je bilo sintetizirano in sestavljeno v 
transgenih rastlinah tobaka Nicotiana tabacum. Nastala mAb so bila po funkcionalni aktivnosti 
primerljiva s tistimi pridobljenimi v sesalskih celicah (Hiatt in sod.,1989). V zadnjih letih je 
produkcija mAb v rastlinah precej narasla, predvsem zahvaljujoč razvoju prehodne ekspresije, ki 
je povečala izkoristek procesa in glikoinženiringa, ki je izboljšal biološko aktivnost teh protiteles. 
 
Poleg mAb polne velikosti se lahko producirajo tudi fragmenti protiteles, ki so pomembni za 
medicino ali industrijo. Ti vključujejo enojne domene, scFv fragmente in Fab regije.  
 
8.3 VARNOST 
 
Kar nekaj študij je že preučevalo potencialne negativne učinke rastlinsko specifičnih glikanov, ki 
bi lahko vplivali na varnost in uspešnost rekombinantnih proteinov, produciranih v rastlinah. Na 
primer glukocerebrozidazo, producirano v celični kulturi korenčka, so primerjali z 
glukocerebrozidazo iz celic ovarijev kitajskega hrčka. Ti varianti encima sta bili strukturno 
homologni in sta izkazali primerljivo encimatsko aktivnost in privzem v makrofage. Testirali so 
tudi intravenozno administracijo tega encima pri 10-kratni klinični dozi, ki ni pokazala nobenih 
negativnih stranskih učinkov oziroma patoloških znakov v miših (Shaaltiel in sod., 2007).  
 
8.3.1 Alergenost  
 
Potencialno alergenost rastlinsko pridobljenih proteinov  so testirali v klinični študiji cepiva za 
influenco A - virus podtipa H5N1, znano tudi pod imenom ptičja gripa. To kandidatno cepivo 
vsebuje virusu podobne delce, ki imajo rastlinsko specifične α1,3-fukozne in β1,2-ksilozne 
ostanke ter na terminalnem koncu N-acetilglukozamin. Ti bi potencialno lahko vzbudili 
hipersenzitivno reakcijo v cepljenih osebkih. Serološke analize so pokazale, da cepivo ne poveča 
ravni naravno prisotnih serumskih IgG proti rastlinsko specifičnim glikanom (Landry in sod., 
2010). Prav tako noben posameznik v tej študiji ni izkazali zaznavnega odziva IgE na rastlinske 
glikane pred ali po cepljenju. Avtorji te študije predpostavljajo, da bi terminalni N-
acetilglukozamin lahko zaščitil proksimalne α1,3-fukozne in β1,2-ksilozne ostanke in s tem 
preprečil vezavo IgE ter degranulacijo z bazofilci. Izvedli so še večjo študijo na ljudeh z enakim 
cepivom, kjer so zopet pokazali, da cepljeni osebki niso razvili IgE odziva proti tem motivom, 
hkrati pa niso izkazali niti simptomov alergije oziroma preobčutljivosti (Ward in sod., 2014).  
Avtorji so predpostavili, da so verjetno IgG, specifična za rastlinske glikane, blokirala z IgE 
posredovan alergijski odziv v cepljenih osebkih, kar je privedlo do desenzibilizacije alergena.  
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9  PRIMERI UPORABE 
 
Protitelesa imajo širok spekter modernih aplikacij, vključujoč raziskave, diagnostiko, terapevtiko 
in industrijsko uporabo. Med njihove funkcije sodijo na primer aktivacija komplementa, 
nevtralizacija oziroma opsonizacija antigenov, lahko blokirajo receptorje, preprečijo rast žil, 
nanje vežemo druge farmacevtsko aktivne snovi, hkrati pa imajo manj stranskih učinkov kot 
konvencionalni farmacevtiki, zaradi njihove izjemne specifičnosti in tarčnega delovanja.  
 
9.1 PASIVNA IMUNIZACIJA  
 
Imunizacija je lahko aktivna ali pasivna. Aktivna poteče v primeru, ko osebek pride v stik z 
antigenom in njegov imunski sistem sam proizvede protitelesa proti Ag. Pasivna imunizacija pa 
je postopek, ko osebek prejme protitelesa proti antigenu oziroma toksinu in jih njegovo telo ne 
producira samo. Aktivna imunizacija osebku nudi dolgotrajno zaščito, ker spodbudimo telo, da 
samo proizvaja protitelesa, medtem ko pasivna imunizacija predstavlja kratkotrajno zaščito in 
deluje podobno kot tradicionalna zdravila. 
 
Ker v tem diplomskem delu pišem o protitelesih, se bom osredotočila na pasivno imunizacijo. 
Nudimo jo osebkom, ki sami niso zmožni sinteze protiteles oziroma, ki so bili izpostavljeni 
bolezni, proti kateri še niso razvili imunosti. Lahko jo uporabljamo tudi za zdravljenje akutnih 
infekcij oziroma zastrupitev (Surkis in Santoro, 2017). Tako se na primer pasivno cepivo proti 
steklini pogosto uporablja po ugrizih divjih živali.  
 
9.1.1 Antraks 
 
Antraks je nalezljiva bolezen, ki jo povzroča Gram pozitivna bakterija Bacillus anthracis. Od treh 
oblik bolezni – kožne, prebavne in inhalacijske, je zadnja najbolj nevarna in povzroča smrt v 89 
% primerov. Glavni virulentni faktor B. anthracis je njegov zaščitni antigen, ki tvori dva 
eksotoksina, ki vstopita v citoplazmo in povzročita celično smrt (Young in Collier, 2007). Z 
agroinfiltracijo so dosegli prehodno ekspresijo mAb proti temu antigenu v tobaku. 
Nevtralizacijska aktivnost teh protiteles je bila in vitro ter in vivo primerljiva z aktivnostjo mAb 
pridobljenih s hibridomi (Hull in sod., 2005). V naslednji študiji so testirali dve verziji teh 
protiteles, glikozilirana in neglikozilirana. Obe vrsti sta v in vitro razmerah nevtralizirali 
aktivnost letalnega antraks toksina. Ko so ta mAb testirali na primatih, pa so neglikozilirana 
protitelesa imela daljšo prepolovno dobo in izkazala boljšo zaščito pred sporami antraksa.  Z 
optimizacijo kodonov v regijah za težko in lahko verigo ter izboljšavami procesa so dosegli 
donos 300 mg Ab na kg sveže biomase (Mett in sod., 2011). 
 
9.1.2 Ebola 
 
Ebola je akutna hemoragična mrzlica, ki jo povzroča RNA filovirus. Okužba z virusom povzroči 
krvavitve v podkožju, notranjih organih, iz ust, oči ter ušes (Borio in sod., 2002). Naravni izbruhi 
se pojavljajo periodično v endemskih področjih, smrtnost pa dosega 71 %. 
 
Trenutno je še najboljši ukrep terapija s protitelesi. Optimizirana sestava vakcine proti virusu 
Ebole je poznana pod imenom ZMapp. Sestavljena je iz treh protiteles: himernega mišjega in 
človeškega c13C6 ter humaniziranih mAb c2G4 in c4G7 (Qiu in sod., 2014). Producirali so jih z 
magnifekcijo v glikoinženirani N. benthamiana (Gleba in sod., 2005). Ko so jih intravenozno 
injicirali v rhesus makake, v 3 dozah v razmaku treh dni, je pri vseh tretiranih živalih ZMapp 
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izničil klinične znake bolezni (povišani jetrni encimi, krvavitve in izpuščaji). Čeprav varnost 
ZMappa še ni bila predhodno testirana na ljudeh, so ga v zadnjem izbruhu Ebole leta 2014 dali 7 
pacientom. Petim se je stanje znatno izboljšalo, čeprav so zdravljenje začeli šele devet dni po 
okužbi, za razliko od opic, ki so prejele ZMapp po petih dneh (Lyon in sod., 2014). 
Randomizirane klinične študije varnosti in učinkovitosti cepiva so trenutno v teku. 
 
9.1.3 HIV 
 
Strasser in sodelavci so v študiji leta 2008 z uporabo RNA interference ustvarili 3 linije tobaka, ki 
so imele znižano ksilozilacijo in fukozilacijo glikanskih struktur. V vseh treh mutantah ter divjih 
tipih rastlin so prehodno izražali humana monoklonska protitelesa 2G12 proti virusu HIV. Uspeli 
so proizvesti mAb s skoraj homogenimi N-glikani, brez zaznavne ksiloze in α-1,3-fukoznih 
ostankov. Tem protitelesom so nato testirali elektroforetske lastnosti, vezavo na antigen in 
nevtralizacijsko aktivnost na virus HIV. Rastlinsko pridobljene glikoforme so bile po testiranih 
lastnostih nerazločljive od mAb 2G12 pridobljenih v celicah CHO. Generirane RNAi linije rastlin 
so bile stabilne, viabilne in niso kazale očitnih sprememb fenotipa (Strasser in sod., 2008). 
 
9.1.4 Karies 
 
Transgene rastline N. tabacum so bile uporabljene tudi za produkcijo hibridnega protitelesa IgA 
in IgG, ki je prepoznaval površinske antigene Streptococcus mutans, ki bi se lahko uporabljala za 
zdravljenje dentalnega kariesa pri ljudeh (Ma in sod., 1998). IgG protelesa imajo ponavadi 
močnejšo vezavo z antigenom, medtem ko so IgA protitelesa s sekretorno komponento zaščitena 
pred razgradnjo v prebavnem traktu. Hibridno protitelo IgG/IgA ima tako dobre vezavne lastnosti 
z antigenom, hkrati pa je zaščiteno pred razgradnjo, kar je zelo pomembno, če želimo protitelesa 
vnesti v telo oralno. Tako IgG kot sIgA sta bila producirana v linijah transgenih rastlin, ki so 
izražale individualne Ig verige, nato pa so te linije križali, da so pridobili potomce, ki so so-
izražali multiple verige imunoglobulinov (Ma in sod., 1995). 
 
9.1.5 Jedilna cepiva 
 
Zanimiv koncept je tudi uporaba jedilnih cepiv za preprečevanje gastrointestinalnih motenj pri 
živalih. Glavna ovira jedilnih cepiv so prebavni encimi. Vendar pa se je rastlinska celična stena 
izkazala kot dobra zaščitna plast pred njimi. Kot liposomi in mikrokapsule, celična stena 
omogoča postopno sproščanje mAb v območje spodnjega prebavnega trakta, kar pa je idealno, saj 
je tam tarčno mesto delovanja (Sala in sod., 2003). Nemško podjetje Novoplant razvija protitelo 
proti  površinskemu antigenu enterotoksične E.coli, s katerim bi lahko preprečili infekcije v 
prašičih. To protitelo so izražali v grahu, ki bi bil lahko dodan v dieto živali brez nadaljnjega 
procesiranja (Spök in sod., 2008). 
 
9.2 NEVTRALIZACIJA TOKSINOV 
 
9.2.1 Ricin 
 
Ricin je toksin iz rastline Ricinus communis, ki deluje hitro ter ireverzibilno. Simptomi in čas 
smrti so odvisni od načina izpostavljenosti in doze. Ameriško podjetje Soligenix trenutno razvija 
mAb, ki nevtralizira ta toksin. To je imunoglobulin podtipa G1, s humanim ogrodjem ter 
glodalsko variabilno regijo težke in lahke verige. Izrazili so jih v N. benthamiana. Ta protitelesa 
so izkazala specifičnost za epitop ricina ter nevtralizacijsko aktivnost, primerljivo nativnim 
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glodalskim mAb. Protitelesa so testirali na miših 6 ur po izpostavitvi ricinu in izkazala so se za 
uspešna, saj so vse preživele. To nakazuje, da imajo ta protitelesa potencial za zdravljenje 
zastrupitev z ricinom (O’Hara in sod., 2012). 
 
9.3 IMUNOTOKSINI  
 
Imunotoksini so himerna mAb, ki imajo vezane evkariontske toksine, tako da lahko tarčno 
uničijo tumorske celice. Vendar pa se ti toksini zaradi svoje toksičnosti ne morejo izražati v 
evkariontskih celicah, bakterije pa niso zmožne pravilno zviti kompleksnih molekul, kot so 
protitelesa. Alge imajo šaperone in izomeraze (Schroda 2004), zato lahko v kloroplastih pravilno 
sestavijo kompleksne evkariontske proteine, hkrati pa so odporne na te toksine. 
 
9.3.1 Imunotoksin za zdravljenje B celičenega limfoma 
 
Za zdravljenje B celičnega limfoma so razvili imunotoksin, ki je vseboval scFv proti B celičnemu 
površinskemu antigenu C22 in je spojen na translokacijsko in encimatsko domeno eksotoksina A 
iz Pseudomonas aeruginosa. Imunotoksin so producirali v transplantomski algi  C. reinhardtii. 
Imunotoksin se je akumuliral v topni in encimatsko aktivni obliki ter se vezal in citotoksično 
deloval na linije B celičnega limfoma v in vitro študijah. Postopek so ponovili na 
imunokompromtiranih miših, ki so imele vstavljene humane B celične tumorje. Imunotoksin 
pridobljen iz alge je statistično značilno podaljšal življenjsko dobo tretiranih miši (Tran in sod., 
2013).  
 
9.4 TRENUTNO STANJE PO SVETU 
 
9.4.1 Severna Amerika 
 
V severni Ameriki obratuje že kar nekaj srednjih in velikih podjetij za produkcijo rekombinantnih 
proteinov v rastlinah, med drugim tudi mAb, ki so v skladu z GMP. Med njimi so: Caliber 
Biotherapeutics in Kentucky BioProcessing (Kentucky, ZDA), Planet Biotechnology (Kalifornija, 
ZDA), Research Triangle Park (Severna Karolina, ZDA) ter Medicago in Plant Form (Kanada). 
 
Medicago načrtuje izgradnjo novega objekta v Quebecu, v vrednosti 245 milijonov dolarjev. Do 
leta 2019 bodo odprli približno 200 novih delovnih mest. Pričakujejo, da bo ta projekt v petih 
letih po odprtju prinesel več kot 461 milijonov dolarjev dobička. Dobre rezultate si obetajo glede 
na izkušnje iz preteklih let, ko so kandidate za cepiva proti H1N1 v letu 2009 in H7N9 v letu 
2013  pridobili v zgolj 19 dneh, medtem ko naj bi alternativna tehnologija v jajcih trajala nekaj 
mesecev (Medicago, 2016).  
 
9.4.2 Evropa 
 
V Evropi sem trenutno zasledila tri podjetja, ki se ukvarjajo s produkcijo rekombinantnih 
proteinov v rastlinah. To so Icon Genetics, Fraunhofer Inštitut za Molekularno biologijo ter Teva 
Biotech. Vsa tri imajo sedež v Nemčiji. 
 
9.4.3 Ostali svet 
 
Eno podjetje sem zasledila tudi v Izraelu in sicer Protalix. Skupna proizvodna kapaciteta velikih 
podjetij je ocenjena na 40 do 50 milijonov doz cepiva za influenco na mesec (Yusibov in sod., 
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2015), kar je relativno veliko. Kljub temu pa bi bilo potrebno postaviti nove objekte in razširiti 
obstoječe, da bi lahko rastlinski sistemi zagotovili dovolj hiter odziv na potencialno krizo, kot sta 
na primer pandemija ali napad z biološkim orožjem.  
 
Posebna ovira taki tehnologiji je nenaklonjenost večjih farmacevtskih podjetij, saj redko vlagajo 
vanjo. Verjetno jih odvrnejo tehnološki problemi z glikozilacijo, procesi čiščenja in večja 
tveganja zaradi negotovosti trga in regulative, ki je zlasti pri gensko spremenjenih rastlinah še kar 
občutljiva tematika.  
 
10 SKLEP  
 
Rastline se mi zdijo zanimiva alternativa že obstoječim ekspresijskim sistemom. Mnogo je še 
neraziskanega, vendar se mi zdi, da so že do sedaj izkazale nekaj izjemnih rezultatov, vsaj kar se 
tiče nizke cene ter hitrosti proizvodnje. Trenutno vidim največji potencial v uporabi magnifekcije, 
za hitro produciranje kandidatnih protiteles, za prve faze testiranj. Hitrost bi precej skrajša 
čakalno dobo preden novo zdravilo pride na trg. Zaradi rasti srednjega sloja prebivalstva v 
državah v razvoju pa lahko tudi sklepamo da bo naraslo povpraševanje po cenovno ugodnih 
farmacevtikih, ki se jih lahko producira v velikih količinah, tu pa so se rastline zopet izkazale kot 
ugodne kandidatke. Glede na to, da so rastline šele nedavno doživele svojih 'nekaj minut slave', 
menim, da si z nadaljnjim razvojem postopkov lahko obetamo mnogo zanimivega. 
 
Možno je, da bi do enakih zaključkov in navideznih prednosti prišla, če bi enako količino časa 
posvetila kateremu koli drugemu organizmu. Konec koncev je to čar biotehnologije.  Z njeno 
pomočjo lahko modificiramo organizme po lastni volji, optimiziramo parametre gojenja in 
posledično povečamo donos. Tudi če pogledamo organizme, ki so trenutno najbolj v uporabi – to 
ni zato, ker bi bili idealni sami po sebi, temveč v večini primerov zato, ker imajo neko 
zgodovinsko prednost. Prve so jih začeli uporabljati, torej je o njih največ znanega in so jih tekom 
časa najbolj optimizirali. Ali bo enako sledilo za rastline je torej bolj vprašanje vlagateljev ter 
financerjev raziskav kot rastlin samih.  
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PRILOGA A 
 
Preglednice 
 
         Priloga A1: Najbolj pogosto uporabljeni promotorji v rastlinah (Desai in sod., 2010: 6) 
Promotor Izvor Tip promotorja 
CaMV 35S Virus Konstitutiven 
CVMV Virus Konstitutiven 
C1 Virus Konstitutiven 
Component 8 of milk vetch dwarf virus Virus Konstitutiven 
Polyubiquitin – 1 Koruza Konstitutiven 
Actin Riž Konstitutiven 
Pristinamycin - responsive Virus Inducibilen 
In2 – 2 Koruza Inducibilen 
Nopaline synthase Agrobakterija Inducibilen 
Mannopine synthase Agrobakterija Inducibilen 
Arcelin 5I promoter Fižol Specifičen za seme 
Patatin Krompir Specifičen za gomolje 
GBSS Krompir Specifičen za gomolje 
Maize globulin – 1 Koruza Specifičen za embrije 
Zein Koruza Specifičen za endosperm 
D hordein Ječmen Specifičen za endosperm 
B – Conglycinin Soja Specifičen za embrije 
2A1 1 Paradižnik Specifičen za plod 
Lhcb3 Arabidopsis Specifičen za liste 
 
 
 
    Priloga A2: Primerjava stroškov za proizvodnjo biofarmacevtikov v različnih sistemih  (Spök in sod. 2008: 39) 
Produkcijska platforma Ocenjeni stroški [€/g]             Skupaj z  
 Pripravljalni procesi zaključnimi postopki 
Kvasovke 77 Ni podano 
Sesalske celične kulture 40 – 1.538 550 – 5.100 
Transgene živali 1-77 45 – 548 
Transgene rastline 8 - 160 24 – 1.300 
 
 
 
Priloga A3: Primerjava različnih ekspresijskih sistemov, glede na čas potreben do zadostne količine mAb              
(Spök in sod., 2008: 45) 
Ekspresijski sistem Čas do 1mg mAb Čas do 1g mAb 
Sesalske celične kulture 2 – 6 mesecev 6 – 12 mesecev 
Transgene živali > 12 mesecev > 12 mesecev 
Stabilne transgene rastline 12 mesecev > 24 mesecev 
Magnifekcija  14 dni 14 – 20 dni 
 
